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Description 

La presents invention concerns des vecteurs d' expression de la sequence d'ADN codant pour une 
hirudine ou des analogues de I'hirudine. la s^cnltion de l'hirudine dans le milieu de culture des tevures 
s transformees par ces vecteurs et des precedes permettant d'obtenir par fermentation une hirudine active 
ainsi que I'hirudine obtenue. 

L'activite anti-coagulante qui se trouve dans les glandes saJivaires des sangsues meditinales, Hirudo 
medicinalis , provient d'un petit polypeptide que I'on appelle I'hirudine (1). Get inhibiteur tree specifique et 
tree efficace de la thrombins a &6 largement etudie ces derniers temps car il pr^sente poterrtiellement un 
w agent therapeutique tres interessant Toutefois, la difficult^ extreme et le coOt de son isolement et de sa 
purification ont empeche qu'il soft utilise* plus largement, ou meme qu'il puisse etre etudie sur le plan 
clinique. 

La possibility de production de I'hirudine par le clonage des genes, et leur expression gr&ce k la 
technique des ADN recombinants, a 46& 6t6 montrSe par le clonage d'un gene naturel de sangsue codant 

16 pour I'hirudine et r expression dans le microorganisme E. coli (Demands de brevet frangais n * 84 04755 au 
nom de la Demanderesse deposee le 27 mars 1984). Meme si un peptide ayant une activity biologtque a 
pu Stre produit dans E. coli , il est tres important de produire de I'hirudine dans d'autres types de 
microorganismes. En effet ('utilisation de I'hirudine en clinique exige une tres grande purete du produit, et 
Termination des contaminants pyrogdniques pourraft poser des problemes Si la purification de I'hirudine a 

20 partir d'extraits du colibacille. 

De plus, I'hirudine synthetisee par E. coli rests intracellular et doit done etre purifiee k partir d'un tres 
grand nombre de peptides de E. coli . Pour ces raisons, il 6 tart interessant de faire exprimer le gene de 
I'hirudine dans la levure qui ne produit pas de substances pyrogenes ou toxiques pour I'homme et qui est 
capable de secr£ter des prolines dans le milieu de culture 

25 Le m^canisme d'action de I'hirudine comme anti-coagulant commence seulement a dtre comprts. Le 
substrat pour la fixation de I'hirudine est la thrombine, qui est une enzyme proteolytique, qui, par activation 
(par le facteur X active) a partir de sa forme zymogen©, la prothrombins, coupe le fibrinogens dans le flux 
circulatoire pour le transformer en fibrine qui est necessaire k la formation du caillot de sang. La constants 
de dissociation du complexe thrombtne-hirudine 1:1 (0,8 x 10~ 10 ) indique une association extrSmement 

30 forte entre ces molecules (2). Pratiquement, on peut consid^rer le complexe non-covalent entre ces deux 
molecules comme indissociable in vivo . 

L'hirudine est un inhibiteur tree specifique de la thrombine, avec une affinrte beau coup plus eievee que 
le substrat naturel, le fibrinogene. En outre, il n'est pas necessaire d'avoir d'autres facteurs de coagulation 
ou d'autres constituents du plasma. L'activite anti-thrombinique specifique et tres importarrte de I'hirudine 

as rend evkJente son application clinique en tant qu'anti-coagulant 

L'hirudine a 6\6 etudiee de facon tres importarrte chez r animal pour ses proprtttBS anti-coagulantes. 
L'etude la plus detainee (3) decrit l'activite de l'hirudine dans la prevention des thromboses veineuses, des 
occlusions vasculaires et des coagulations intravasculaires dissemindes (DIC) chez le rat L'hirudine est 
bien townee par les rats, les chiens, les lapins et les souris lorsqu'elle est sous forme tres purifiee et 

40 injectee par voie intra-veineuse. La DUo dans les souris est superieure k 500 000 U/kg de potds corporel 
(e'est-a-dire 60 mg/kg). Une autre etude (4) indique que les souris to le rent des doses all ant jusqu'a 1 g/kg 
et que les lapins tolerent a la fois par voie irrtraveineuse et par voie sous-cutanee jusqu'a 10 mg/kg. Chez 
les souris, des injections repetees pendant une peri ode de deux semaines ne conduisent pas a des 
reactions de sensibilisation. 

45 En outre, l'hirudine chez ranimal experimental est rapidement eiiminee (demhvie de I'ordre de 1 
heure) encore sous forme biologiquement active par I'intermediaire des reins (3). 

Deux autres etudes independantes, I'une utilisant les chiens (5) et I'autre (6) demon tram l'activite de 
I'hirudine dans la prevention des DIC chez les rats, sont en accord avec les resuftats posrtife de Markwardt 
et de ses coliaborateurs. Ces chercheurs ont recemment publie la premiere analyse in vivo des effets de 

so I'hirudine natureile sur le syst&me hemostatique humain (7). Le materiel a morrtre les effets biologiques 
attendus sans indication d'effets secondaires toxiques. 

On a aussi pu demontrer que I'hirudine previent les DiC indutts par les endotoxines dans les cochons 
(8) et ainsi constitue une solution potentielle aux problemes tres serieux poses par les endotoxir^mies qui 
conduisent a une mortalrte eievee chez les cochons. 

55 Une seute publication tres recente (9) decrrt ('administration irrtraveineuse et sous-cutanee d'hirudine a 
I'homme. Six volorrtaires ont ete utilises pour evaluer la pharmacocinetique et les effets sur le systems 
hemostatique d'une dose unique (1 000 AT-U/kg) d'hirudine. L'hirudine administree par voie intraveineuse 
presents une demhvie de 50 minutes et on retrouve 50 % de l'hirudine sous forme active dans I'urine, 
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pendant 24 heures apres rejection. On observe une prolongation du temps de coagulation (mesure* in vitro, 
pour la thrombine, la thromboplastine et la prothrombine) en fonction de la concentration d'hirudine dans le 
plasma, ce qui montre que la molecule garde son activity biologique dans la circulation du sujet. On 
n'observe pas de changement dans le nombre de plaquettes, dans le taux de fibrinogene ni dans ie 

s systeme fibrinolytique. Les injections d'hirudine sous-cutanees comme intraveineuses sont bien to^nles et 
ne provoquent pas d'effet secondaire. Pour tester I'apparrtion eventuelte de reactions allergiques, 2 
injections intracutanees ont 6te admintstrees aux memes sujets, & 4 semaines d'intervalte ; on n'a observe 
aucun signe de sensibilisation. De plus, on ne detects pas d'anticorps anti-hirudine dans le serum. 

Ces etudes suggerent que rhirudine peut constituer un agent dinique interessant comme arrti- 

io coagulant La pnS-phase de coagulation du sang n'est pas affectee compte tenu de la haute specificite* de 
Taction de l'hirudine, L'activite anti-thrombinique est dependant© de la dose et I'effet de l'hirudine est 
rapidement reversible compte tenu de son elimination nSnate rapide. On a pu mettre en Evidence que 
rhirudine est tres superieure & sparine pour le traitement des DIC (3, 6) comme cela pouvait §tre attendu 
compte tenu du fait que la DIC est accompagnee par une de*croissance de I'anti-thrombine III (un co-facteur 

fs necessaire pour Taction de I'heparine) et un relarguage du facteur de plaquette 4 qui est un agent tres 
efficace anti-he pari ne. 

Une etude a mis en evidence la possibility que rhirudine puisse Stre absorbee par la peau des §tres 
humains (10) bien que les nlsultats obtenus restent quelque peu diffictles k interpreter. 

Des preparations commercial es d'extrarts bruts acellulaires de sangsues sont disponibtes en pommade 
20 (Hirucreme. Societe Nicholas. France ; Exhirud-Blutgel, Rantorgan Werke, RFA), mais des teste compte- 
mentaires avec des doses plus importantes d'un materiel hautement purify sont necessaires pour etablir s'il 
s'agit \k d'une voie d'administration intSressante. De facon generate, les voies d'administration purees 
sont les votes intraveineuses, intramusculaires et la vote percutanee. D'autres voies d'administration ont ete 
rapportees pour rhirudine, notamment la vote orale (BSM N* 3 792 M). 
25 Ce produrt peut egalement en combinaison avec d'autres composants, §tre utilise dans le traitement du 
Psoriasis et d'autres desordres cutanes du me me type comme cela est decrit dans le DOS 2 101 393. 

L'hirudine peut etre, en outre, utilises & titre d'anti-coagulant dans tes tests cliniques en laboratoires et 
comme outil de recherche. Dans ce cas, la haute specificiie pour une e*tape unique dans la coagulation du 
sang peut presenter un avantage considerable par rapport aux anti-coagulants utilises le plus souvent et 
30 dont I'action est beau coup moins specrfique. 

En outre, l'hirudine peut etre tres utile comme agent anti-coagulant dans les circuits extra-corporete et 
dans les systemes de dialyses oD elle peut presenter des avantages considerables par rapport aux autres 
anti-coagulants, en particulier s'il peut etre immobilise sous forme active sur la surface de ces systemes 
circulatoires artifictels. 

36 L'acovite de fixation de l'hirudine sur la thrombine peut, en outre, permettre la protection indirecte de 

facteurs de coagulation tels que le facteur VIII. tors de sa purification. 

Finalement I'utilisation de l'hirudine marquee peut constituer une rnethode simple et efficace pour 

mesurer les taux de thrombine et de prothrombine. En particulier, l'hirudine marquee peut etre utilises afin 

de visualiser les caillots en formation car le phenomena de coagulation implique la transformation de la 
40 prothrombine circulante en thrombine au site de formation, l'hirudine marquee venant se fixer sur la 

thrombine et pouvant etre visualisee. 

II est en outre possible de pre voir ('utilisation directe des tevures transformees h titre de medicament 

liberant de l'hirudine, par exemple en etalant une ere me contenant tesdrtes levures qui secrete rrt de 

1'hirudine sur la peau. 

<5 En resume, l'hirudine selon ('invention presents un grand nombre duplications possibles ; 

1*) comme anti-coagulant dans des conditions thrombotiques critiques pour la prophylaxis et la 
prevention de I'extension des thromboses existantes ; 

2*) comme anti-coagulant pour reduire les hematomas et les enflures apres les micro-chirurgies, 
situations oQ I'on fait une utilisation importante de sangsues vivantes ; 
so 3*) comme anti-coagulant dans des systemes de circulation extracorporal et comme agent anti- 
coagulant pour revetir des biomateriaux synthetiques ; 

4*) comme anti-coagulant dans les tests cliniques des echantillons de sang dans tes essais de 
laboratoires ; 

5*) comme anti-coagulant dans la recherche clinique sur la coagulation et comme outil experimental ; 
55 6*) comme agent topique possible pour {'application cutanea dans le traitement des hemorrofttes, des 
varices et des oedemes ; 

7*) comme composant dans le traitement des Psoriasis et autres desordres apparentee ; 
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8«) etrfin. rhirudine petit etre utilisee pour fixer la tftrombine lore de la conservation du sang et de la 
pieparation de derives du sang (plaquettes. facteurs VIII et IX). 

A titre indicaW. I'hirudine peut etre utilises dans les compositions therapeutiques a des concentrations 
correspondant a 100-50 000 U antHhrombiniques/kg par jour. 
5 L'hirudine etarrt soluble dans I'eau. il est aise d'obtenir des compositions pharmaceutiques mjectabtes 
ou applicables par d'autres voles en utilisant des supports et vehicules pharmaceutiquement acceptables. 

Ertfin il est possible d'utiliser de rhirudine marquee sort par un marquage radioacuf ou par tout autre 
type de marquage enzymatique ou fluorescent realise par des techniques connues afin d'effectuer des 
dosages in vitro ou de I'imagerie in vivo, en parttculier pour visualiser la formation derailtots. 
» Une preparation d'hirudine a partir de I'animal entier a M utilisee pour determiner la sequence 
d'acides amines de la proteine (11.12). Dans les experiences suivantes on a clone un gene qu. sexpnme 
en ARN messager dans les tStes des sangsues a jeun. Ce gene porte une information pour une proline 
(hirudine variants 2 ou HV-2) dont la sequence est significatrvement differente de oelle que Ton trouve dans 
tout le corps de I'animal (proteine variante appelee HV-1). II y a 9 differences en residue aminoacyles entre 
HV-1 et HV-2 et les differences entre les deux residue Nffc-terminaux (val-val ou ile-thr) peuvent expl.quer 
les apparentes contradictions dans la litterature concemant I'extremiie NH2-terminale de I hirud.ne (13). 

Lafigure 1 montre les sequences de DNA du plasmide recombinant pTG717 qui contierrt une cop» du 
cDNA correspondant au mRNA de HV-2. ainsi que la sequence en acides amines deduite de la sequence 
du DNA. en b). et les differences entre cette sequence et la sequence en acides amines de HV- . en c). 
Un variant de rhirudine HV1 est decrit dans FEBS LETTERS. 1984. vol. 105 (2). pages 180-184. 
II convient de noter que la sequence du cDNA n'est probablement pas complete et qu .1 peut exister 
une sequence-signal en amortt du detut de la proteine mature. 

L'expression du cDNA d'HV-2 dans les microorganismes montre que la proteine correspondarrte a une 

activrte antithrombine. . „ 

Bien que les experiences suivantes aient ete realisees avec le variant HV-2. dans ce qu. suit on 
designers par "hirudine" et "gene codarrt pour l'hirudine" aussi bien I'une que I'autie des vanante^c est-a- 
direHV-1 ou HV-2 de meme eventuellemerrt que d'autres vanantes. et les sequences correspondantes, 

sauf indication contraire. 

L'un des objets de la presente invention est la preparation d'himdine par des levures. 
Les levures sont des organismes eucaryotes unicellulaires. Le genre de levure Saccharomyces 
comprend des souches dont la biochimie et la genetique sont etudiees irrtensrvemerrt en 'aborat 0 '^ • j 
comprend egatement des souches utilisees dans I'industrie alimentaire (pain, boissons ateoolisees. etc.) et 
oroduites par consequent en tres grande quantite. 

La faciUte avec laquelle on peut manipuler la genetique des cellules de Saccharomyces cerevisiae . sort 
par les techniques classiques. soil par les techniques deriveea du genie genetique. et encore mieux par la 
combinaison de ces deux types de technique, et la longue histoire industrielle de cette espece en font un 
hote de choix poor la production de potypeptides etrangers. 

EP-A-123 294 decrit des vecteurs de transformation de levure assurant la secretion de polypeptides 
ortScurseurs hybrides permettarrt la recuperation du polypeptide desire. 

EP-A-1 16 201 decrit des vecteurs de secretion dans les levures utJIisant la sequence leader du facteur 

^EP-A-IM 073 decrit l'expression par des levures du GRF en utilisant notammerrt des elements issus du 

^" EP^A^^^crft la secretion de proteines en utilisant des elements provenant de genes du facteur 

alph C'est pourquoi la presente invention conceme plus particulierement un Woe tonctionnel d'ADN permet- 
tarrt la preparation de I'hirudine a partir de levure. caracterise en ce qu'il comporte au moms : 
. le gene de I'hirudine ou d'un de ses variants (ci-apres gene H) ; 

une sequence d'ADN (S,,) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la levure. 
Ce bloc fonctionnel. integre dans un plasmide ou dans les chromosomes d'une levure. de preference 
du genre Saccharomyces , pourra permettre, apres transformation de ladite levure, l'expression de I hirudi- 
ns, sort sous forme active, soft sous forme d'un precurseur inactif. pouvant reg$ne>er I'hirudine par 

L'in^rdt de Saccharomyces cerevisiae est que cette levure est capable de Center quelques prolines 
dans le milieu de culture, I'dtude des m^canismes responsables de cette s6cr«5tion est en plein essor,et on 
a montr* qu'il tail possible de faire s<3cn§ter * la levure, aprfcs manipulations adhoc. des hormones 
humaines correctement process** et en tous points semblables k celles que I'on trouve dans le s&rum 
humain (14, 15). 
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Dans la cadre de la preserrte invention, cette propriett est mise a profit pour obtenir la secretion de 
I'hirudine car ceci present© de nombreux avantages. 

Tout d'abord. la levure secrete peu de proteines, ce qui a I'avantage de permettre. si on arrive a dinger 
la secretion d'une proteine etrangere donnee a un haul niveau, d'obtenir dans le milieu de culture un 
s produit pouvant representor un pourcentage eleve de proteines totates secretes, et done de laciliter le 
travail de purification de la proteine recherchee. 

II existe plusieurs proteines ou polypeptides secretes par la levure. Dane tous les cas connus. ces 
proteines sont synthetiseea sous forme d'un precurseur plus tang dont la sequence NIVterminale est 
decisive pour I'entree dans le chemin metabolique conduisant a la secretion. 
io La synthase dans la levure de proteines hybrides contenant la sequence N^-terminale d un de ces 
precursors suivie de la sequence de la proteine etrangere peut, dans certains cas. aboutir a ****** 
de cette proteine etrangere. Le fait que cette proteine etrangere sort syrrthetisee sous forme dun 
precurseur. done en general inactH. permet de proteger la cellule centre les effete toxiques eventuels de la 
molecule recherchee. le clh/age qui libera la proteine active ne se faisant que dans des vesicules issues de 
is I'appareil de Golgi qui isolent la proline du cytoplasme. 

^utilisation des chemins metaboliques conduisant a la secretion pour faire produire a la levure une 
proteine etrangere a done plusieurs avantages : 

1 •) il permet de mcuperer dans le sumageant de culture un produft raisonnabtement pur ; 
2«) il permet de proteger la cellule centre les effets toxiques possibles de la proteine mature. 
so 3 « ) D'autre part, les proteines secretees peuvent. dans certains cas. subir des modifications (glycosyla- 

TesTpou^uoi les blocs ^expression selon I'invention auront plus particulierement la structure suivante 

-S tt -U-Sd-g6ne H 
js Lb, code pour une sequence leader necessaire a 

rexcretion de la proteine correspondent au gene H ; 
S d est une sequence d'ADN codant pour un site de clivage ; en outre. I element S« -gene H peut etre 

■epete plusieurs fois. . .. 

On a choisi comme exemple de systeme de secretion celu. de la pheromone alpha, cest-a-dire 
so que.dans la sequence precedents la sequence U provient du gene de la pheromonesexueltealpha de 
levure mais d'autrea systemes pourraient etre utilises (par example le systeme de la proteine Killer) (14). 

La pheromone sexuelle « de levure est un peptide de 13 amino-acides (encadrea sur la figure 2) qui est 
senate dans le milieu de culture par les levures S. cerevisiae de type sexuel Mate. Le facteur a arrfite les 
cellules de type sexuel oppose(Mata) en phase G1 et induit des changements biochimiques et morphologi- 
36 ques neceesaires a la copulation des deux types de cellules. Kurjan et HerskowHz (17) ont done le gdne 
structural du facteur a et ont deduit de la sequence de ce gene que ce facteur a de 13 amino-acides etait 
synthetic sous forme d'une prf-prc-pmttine precurseur de 165 amino-acides (figure 2) Le precurseur 
content une sequence hydrophobe amino-terminale de 22 residus (soulignee en pontile) sums dune 
sequence de 61 amino-acides contenant 3 sites de glycosylate suivis enfin de 4 copies du facteur a. Les 
« 4 copies sont se parses par des sequences "spacer" et la proteine mature est liberee a partir du precurseur 
grace aux activites enzymatiquee suivantes : 

1-) une endopeptidase de type calhepsin B qui coupe en COOH des dipeptides Lys-Arg (site de 
coupure indique par une fl&che grasse) ; . 
2«) une exopeptidase de type carboxy peptidase B qui coupe les residue basiques en COOH des 

<s peptides excises ; 

3 • ) une dipeptidyl-aminopeptidase (drte A) qui en Ave les residus Glu-Ala et Asp-Ala. 
La sequence nucleotidique de ce precurseur comports, en outre, 4 sites de restriction Hmdlll mdiques 

Paf toTSS* plusieurs fusions entre le gene de la pheromone a et la sequence mature de I'hirudine. Les 
cellules de levure de type Mata peuvent exprimer ces genes fustonnes. Les proteines hybrides correspon- 
d antes peuvent alors etre processees grSce aux signaux qu'elles contiennent et qui proferment des 
sequences pie-pro du precurseur de la pheromone a. On s'attend. par consequent, a recuperer dans le 
sumageant de culture des polypeptides ayant la sequence de I'hirudine. 

Dans une des constructions, la sequence S a comporte a I'exfremite 3' un codon ATG precedent le 
gene H ; la proteine fusionnee contient done une methionine imrrtediatement en amont du premier amino- 
ackfe de la sequence mature de I'hirudine. Ce polypeptide, spies coupure au bromure de cyanogene. 
genere une molecule d'hirudine que Ton peut rendre active apres une etape de renaturation. 
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Dans d'autres constructions, led signaux de coupure normalement utilises pour produire la pheromone 
a servent k produire dans le sumageant de culture des polypeptides possedant una activHd anti-thrombine. 
Ceci est le cas lorsque la sequence S d comporte h son extrimitS 3' deux codons codant pour Lys-Arg, 
c'est -&-dire AAA ou AAG avec AGA ou AGG ; le polypeptide est coupe par une endopeptidase qui coupe 
s en COOH les dipeptides Lys-Arg, liberant ainsi I'hirudine. 

En particulier, Pinvention concerne des constructions dans lesquelles la sequence pr£d6dant le gdne de 
I'hirudine code pour Tune des sequences d'amino-acide suivants : 

1) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Trp Leu Gin Val Asp Gly Ser Met Hirudine .... 

2) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Hirudine .... 

ro 3) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Lys Arg Hirudine ... 

4) Lys Arg Glu Ala Glu Ser Leu Asp Tyr Lys Arg Hirudine... ou 

5) Lys Arg Hirudine... 

II est bien entendu possible de Devoir d' utilise* d'autres sequences qui, au niveau des actdes amines, 
sont couples seiectivement par une enzyme, sous reserve que ce site de clivage ne sort pas egalement 
is present dans I'hirudine elle-rneme. 

Enfin, les Woes d'expression pourront presenter, aprfes le gfcne H, une sequence de terminateur de 
levure, par exemple celui du gene PGK. 

De facon generate, les blocs d'expression selon I'invention pourront §tre integres dans une levure, en 
particulier Saccharomyces, soft dans un plasmide & replication autonome, soft dans le chromosome de la 
20 levure. 

Lorsque le plasmide est autonome, il comportera des elements assurant sa replication, c'est-&-dire une 
ortgine de replication telle que celle du plasmide 2u. En outre, le plasmide pourra comporter des elements 
de selection tels que le gene URA3 ou LEU2 qui assurent la complementation de levures ura3~ ou Ieu2~ . 
Ces plasmides peuvertt egalement comporter des elements assurant leur replication dans les bacteries. 
» lorsque le plasmide doH 6tre un plasmide "navette", par exemple une origin© de replication telle que celle 
de pBR322, un g&ne marqueur tel que Amp r et/ou d'autres elements connus de rhomme de meter. 

La presente invention concerne egalement des souches de levures transtormees par un bloc d'expres- 
sion selon I'invention, soft porte par un plasmide, sort integre dans ses chromosomes. Parmi ces levures, il 
faut crter plus parti culierement les levures du genre Saccharomyces . notamment S. cerevisiae. 
30 Lorsque le promoteur est celui du gene de la pheromone a, la levure sera de preference de type sexuel 
Mate. On utilisera, par exemple, une souche de genotype ura3~ ou Ieu2- ou autre, compiemente par le 
plasmide pour assurer le maintien du plasmide dans la levure par une presston de selection appropriee. 

Bien qu'il soft possible de preparer I'hirudine par fermentation des souches transtormees prec^dentes 
sur un milieu de culture adapte, par accumulation d'himdine dans les cellules, il est neanmoins prefer, 
35 comme cela ressort de la description precedents, de faire secreter I'hirudine dans le milieu, soft sous forme 
mature, soft sous forme d'un precurseur qui devra etre processe in vitro. 

Cette maturation petit se faire en plusieurs etapes. Tout d'abord, il peut etre necessaire de diver 
certains elements pravenant de la traduction de la sequence L«,ce clivage sera effectue au niveau de la 
sequence correspondant & Comme cela a ete indique precedemmerrt, I'hirudine mature peut etre 
40 piecedee d'une methionine qui sera coupee seiectivement par le bromure de cyanogene. Ce precede est 
utiiisable parce que la sequence codante de I'hirudine ne comprend pas de methionine. 

II est egalement possible de prevoir k I'extremfte N le dipeptide Lys-Arg qui est coupe en COOH par 
une endopeptidase specrMque ; cette enzyme etant active dans le processus de secretion, on peut done 
obtentr ainsi directement la proteins mature dans le milieu. Mais, dans certains cas, il peut §tre necessaire 
4& de prevoir un clivage enzymatique aprds secretion en qjoutam une enzyme specrMque. 

Dans certains cas, en particulier apres un traftement au bromure de cyanogene, il peut etre necessaire 
de renaturer la proline en recreant les ponts disulfures. Pour ce faire, le peptide est denature, par exemple 
au chlorhydrate de guanidinium, puis renaturd en presence de glutathion redurt et oxyde. 

Enfin , I'invention concerne I'hirudine obtenue par les procedes selon I'invention. 
50 D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaltront & la lecture des exemples 
chapres. 

Sur les figures annexees : 

la figure 1 represente fa sequence nucieotidique du fragment du cADN de I'hirudine donee dans 
pTG 717 ; 

55 la figure 2 represente la sequence nucieotidique du precurseur de la pheromone sexuelle a ; 
la figure 3 schematise la construction de pTG834 ; 
la figure 4 schematise la construction de pTG860 ; 
la figure S schematise la construction de pTG882 ; 
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la figure 6 schematise la construction de M13TG882 ; 
la figure 7 schematise la construction de pTG874 ; 
la figure 8 schematise la construction de pTG876 ; 
la figure 9 schematise ta construction de pTG881 ; 
5 la figure 10 schematise la construction de pTG886 ; 
la figure 1 1 schematise la construction de pTG897 ; 

la figure 12 represents une eiectrophorese sur gel d'acrylamide des proteines de PM > 1 000 
otrtenues dans le milieu apres culture de levures transformers par pTG886 et pTG897 ; 
la figure 13 represente une eiectrophorese sur gel d'acrylamide des prolines de PM > 1 000 
10 " obtenues dans le milieu apres culture de levures transformees par pTG886 et pTG897 ; 

la figure 14 schematise la construction de pTG1805 ; 

la figure 15 represent* une etectropihorese sur gel d'acrylamide des proteines de PM > 1000 
otrtenues dans le milieu apres culture de levures transformees par pTG847 et pTG1805 ; 
la figure 15 est un schema comparant les sequences en aminoacides en aval du premier site de 
1 6 clivage (Lys-Arg) dans drfferentes constructions. 

Les sequences d'amino-acides et de nucleotides ne sont pas reprises dans la presents description pour 
ne pas Talourdir msis en font explicitement parte. 
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Exempte 1 - Construction de pTG822 



Un fragment du cADN de I'hirudine HV-2 a ete extrart d'un gel apres digestion du plasmide pTG717 
avec Pstl puis digere k ia fois par les enzymes Hinfl et Ahalll. L'enzyme Hinfl coupe en aval du premier 
codonTe la sequence mature de I'hirudine HV-2. L'enzyme Ahalll coupe environ 30 paires de basesderrie- 
re (3') le codon stop de ia sequence de I'hirudine. Le fragment Hinfl-AhalH ainsi obtenu a ete isoie sur gel 
25 d'agarose puis eiue de ce gel. 

La sequence cod ant pour la proteine nature a ete introduite dans le vecteur pTG880. Le vecteur 
pTG880 est un derive du vecteur pTG838 (figure 3). Le plasmide pTG838 est identique & pTG833 sauf en 
ce qui conceme le site Bglll situe ores du terminateur de transcription du PGK. Ce site a ete supprime par 
Taction de remplissage de la polymerase Klenow pour donner pTG83a 
30 Le plasmide pTG833 est un plasmide navette levure-E. coli . Ce plasmide a ete concu pour exprimer 
des genes etrangers dans la levure. Les elements de base de ce vecteur (figure 3) sont les suivants : le 
gene URA3 comme marqueur de selection dans la levure, I'origine de replication du plasmide 2u de levure, 
le gene de iesistance h I'ampfcilline et I'origine de replication du plasmide pBR322 d' E. coli (ces deux 
demiers elements permettant la propagation et la selection de ce plasmide dans le colibacille), la region 
35 flanquante en 5' du gene PGK de levure avec la sequence codante de ce gene jusqu'au site Sail, le 
fragment Sall-Pvull de pBR322 et le terminateur du gene PGK (20). Ce plasmide a 46$ ete deciit dans la 
demande de brevet frangais n • 84 07125 au nom de la Demanderesse deposee le 9 mai 1984. 

Le plasmide pTG880 a ete construtt a partir de pTG838 (figure 4) par insertion d'une courts region 
polylinker (venant d'un bacteriophage M13) dans pTG838 coupe par EcoFU et Bglll, ce qui permet de placer 
40 une serie de sites de ctonage, dans I'ordre : Bglll, Pstl, Hindlll. BamHI. Sma l et EcoRI, immediatement 
apres la region 5' flanquant le gene PGK de levure. L'ADN du plasmide pTG880 a ete digere avec Bglll et 
Smal, et le grand fragment issu de cette digestion a ete isoie et eiue d'un gel. Le fragment Hirfl/Ahalll de 
pTG717, qui contient la majeure parte de la sequence codante de I'hirudine HV-2 a ete melange avec du 
pTG880 digere en me* me temps que 3 oligonucleotides synthetiques (figure 5) destines & reconstituer la 
45 region Ntfe-terminale de la sequence de I'hirudine, et qui relient le site Bglll du vecteur au site Hinfl du 
fragment contenant I'hirudine. Ce melange a ete soumis h un traitement de ligation puis a servi a 
transformer des cellules de E. coli . On a rScupere* le plasmide pTG882 dans des transformants. 

Ce plasmide a servi & transformer des cellules de levure dans le but de produire de I'hirudine sous le 
contrdle du promoteur PGK. Cependant, on n'a deceie aucune activite hirudine dans les extraits bruts des 
so cellules transformees avec ce vecteur. La raison de r absence de production d'hirudine active n'est pas 
encore claire. Toutefois, la construction pTG882 a servi comme source de sequence codante d'hirudine 
pour les vecteurs de secretion de levure decrHs ci-dessous. 
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Exempte 2 - Construction de pTG886 et pTG897 

Tout d'abord, le fragment Bglll-EcoRI (230 bp) de pTG882 contenant la sequence de I'hirudine a 6i& 
transfer dans le bacteriophage M13mp8 (figure 6) entre les sites Bam HI et EcoRI. Ceci a donne le phage 
M13TG882 k partir duquel un fragment EcoRI -Hind lH (environ 245 bp) a pu 6tre isoie. Ce fragment contient 
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I'integralite de la sequence codante de rhirudine HV-2, le site de fusion BamHI/Bglll ot des extrSmites 
coh^sives (Hindlll-EcoRl) permettant le clonage dans le vecteur de secretion de levure pTG881 (figure 9). 

Le plasmide pTG881 (10 kb) est un plasmide navette E. coli /tevure, se repliquant de manure autonome 
k la fois dans E. coli et dans les souches Saccharomyces cerevisiae , uvarum et carlbergensis . 

5 [.'introduction de ce plasmide dans E. coli permet d'obtenir la resistance k I'ampicilline (et autres 
antibiotiques de type ^aetame). De plus, ce plasmide porte les genes LEU2 et URA3 de levure qui sont 
exprim^s dans les souches de E. coli et de Saccharomyces. Done, la presence de ce plasmide dans E. coli 
ou dans Saccharomyces permet d'obtenir la complementation de souches ddficientes en 0-isopropylmaJate 
dehydrogenase ou en OMP decarboxylase. 

w Le plasmide pTG881 est construrt de la manure suivante : 

Le plasmide de depart est le pTG848 (identique au pTG848 decrit dans le brevet frangais n • 83 15716 
k Texception du gene ura3 dont I'orientation est inversee), il est construe des fragments d'ADN suivants 
(figure 7} : 

1 •) Le fragment Ecofljjjindllj d'environ 3.3 kb, en provenance du plasmide pJDB207 (18). le site 
76 Hindlll correspond k la coordonnee 105 du plasmide 2u forme B, le site EcoRI k la coordonnee 2243. 
Dans ce fragment se trouve le g&ne LEU2 insert par extension polydSsoxyadenila- 
te/polydesoxythymidilate dans le site Pstl du fragment du 2u forme B (18). 
2-) Le fragment Hindlll du gene URA3 (19). 

3 • ) Le grand fragment EcoRI (coordonnee 0>Sall (coordonnee 650) de pBR322. Dans le site Pvull de ce 
20 fragment a ete insere le fragment EcoRI-Hindlll (dont les extremites ont M prealablement rendues 
tranches par action de la Klenow en presence des 4 nucleotides) de 510 paires de bases et 
correspondant k ia fin du g&ne PGK (20). Uextnimite EcoRI arasee du g&ne PGK lorsque joint© & 
I'extremite Pvull de pBR322 t6g$t)ere un site EcoRI. 
4* ) Le fragment Hindlll-Sall (2.15 kb) du g&ne PGK (20). 
25 Le plasmide pTG848 a ete coupe par Hindlll. les extnSmites des deux fragments ainsi libenSs sont 
rendues franches par traitement k la Klenow en presence des 4 desoxyribonucleotides. Les deux fragments 
sont mis en ligation et, avant transformation, ce melange de ligation est soumis k I'action de Hindlll, ce qui 
permet d'eiiminer toute forme de plasmide ayant conserve un (ou deux) site Hindlll. On transforme la 
souche E. coli BJ5183 (pyrF) et on seiectionne les transformes pour la resistance k I'ampicilline et pour le 
30 caractere^pyr*. On obtient ainsi le plasmide pTGS74 (figure 7) oO les deux sites Hindlll sont supprimes. 
i'ofierrtation du g&ne URA3 donnant lieu k une transcription dans la mSme orientation que celle du g&ne de 
la phosphoglycerate kinase (PGK). 

Le plasmide pTG874 est coupe par Smal et Sail, le fragment de 8.6 kb est ensuite isoie k partir d'un 
gel d'agarose. Le plasmide pTG864, qui comprend le fragment EcoRI-Sall (environ 1.4 kb) du g&ne MF«1 
36 clone dans les mSmes sites de pBR322, est coupe par EcoRI. Les extremites du plasmide ainsi linearise 
sont rendues franches par action de la Klenow en presence des 4 nucleotides. Une digestion par I'enzyme 
Sail est ensuite effectuee et le fragment EcoRI (extnlmite franche)-Sall correspondant au g&ne MFa1 est 
isoie. Ce dernier fragment est mis en ligation avec le morceau Smal-Sall (8,6 kb) du pTG874 pour donner 
ainsi le plasmide pTG876 (figure 8). 
40 Afin de supprimer le site Bglll proximal de la sequence du promoteur MFa1 , une digestion partielle par 
Bglll du plasmide pTG876 a ete suivie par Paction de la Klenow en presence des 4 desoxyribonucleotides. 
Le nouveau plasmide obtenu, pTG881 (figure 9), permet rinsertion de sequences codantes Strang&res erttre 
le premier site Hindlll du g&ne MFqrt et le site Bglll de la fin du g&ne PGK, 

Lorsque i a fusion au site Hindlll de I'ADN codant etranger permet d'obtenir une traduction dans la 
45 mime phase de lecture, la proline hybride obtenue comprend les parties p re-pro de la pheromone a. 

Le clonage dans pTG881 du fragment Hindlll-EcoRl qui porte le g&ne de rhirudine conduit au plasmide 
pTG886 (Figure 10). Une fois le clonage realise, on se trouve avec un site Bglll en aval du fragment, ce qui 
permet de ressortir le fragment sous forme Hinfl-Bglll, le site Hinfl etant le m§me que celui utilise plus haut 
Bglll etant unique dans pTG881. il est tres facile de reconstituer rextremite 5' de la sequence codante de 
so rhirudine en utilisant 3 oligonucleotides reconstituant la sequence 5' de rhirudine et permettant la lecture 
en phase de la sequence prf-pro de la pheromone or suivie de la sequence mature de rhirudine. 
Ce nouveau plasmide est appeie pTG897 (figure 11). 

Exempte 3 - Expr ession de rhirudine par les levures 

55 

L'ADN de pTG897 a servi k transformer une levure TGY1sp4 (Mala, ura3 - 251 - 373 - 328, h«3 - 11- 
15) en ura + selon une technique d£$ decrite (21). 
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Une colonie transformed a M repiquee et a servi a rensemencement de 10 ml de milieu minimum 
plus casaminoacides (0,5 %). Apnea 20 heures de culture, tes cellules orrt 6t£ centrifuges, le surnageant 
diaiyse* corrtre de I'eau distillee et concentre* par Evaporation (centrifugation sous vide). 

En parallels on a traite de la meme facon une culture de TGY1sp4 transformee par pTG886 et une 
5 culture de TGY1sp4 transformee par un plasmide ne portant pas de sequence pour I'hirudine (TGY1sp4 
pTG856). Les culots sees ont eie repris dans 50 ul d'eau et 20 ui orrt etc" bouillis en presence de SDS 2,8 
% et mercaptoSthanol 100 mM puis d£pos6s sur un gel d'acrylamide-SDS (15 % acryiamide; 0,1 % SDS) 
(22). Apres fixation et coloration au bleu de Coosmassie, on peut deceler des polypeptides qui s'accumu- 
lent dans les surnageants des cultures de TGYtsp44>TG886 et TGY1sp4/pTG897 et qui sont absents dans 
10 le surnageant de la culture contrdle (figure 12). De plus, ces series de peptides suppldmentaires se 
marquent fortement a la cysteine 35 S f comme on peut s'y attendre pour des peptides d'hirudine, cette 
molecule extant tres riche en cysteine (figure 10). 

Les Electrophoreses presentees dans les figures 12 et 13 ont ete" rEalisees comme suit : 

Pour la figure 12, les extraits ont 616 pf^pares de la facon suivante : 10 ml de milieu minimum (Yeast 
is Nitrogen Base Difco sans acide amine* (6.7 g/l) glucose (10 g/l) supplements en casamino-acides 0,5 %, ont 
ete" ensemences avec diftirentes souches et curves pendant 20 heures (phase stationnaire). Les cellules 
ont 6ti centrifugSes, le surnageant diaiysE corrtre de I'eau (minimum de retention : PM 1 000) puis seche* 
par centrifugation sous vide. Les e*chantillons sont alors repris avec 50 ul de tampon de charge, dont 20 
sont trails comme d6crit pr$c6demment et opposes sur gel d'acrylamide-SDS (15 % d'acryiamide, 0,1 % 
20 SDS) (22). 

Les souches utilise* es sont : 

. puits 2 : TGY1sp4 transform^ par un plasmide ne contenant pas la sequence de i'hirudine (contrdle); 
. putts 3 : TGY1sp4 transform^ par pTG888; 
. puHs 4 : TGY1sp4 transform^ par pTG897; 
25 . puHs 1 : dans le puits 1 on a depose* les marqueurs de nSfeVence (LMW Kit de Pharmacia; de haut en 
bas ; 94 000, 67 000. 43 000, 30 000, 20 100, 14 000). 
Les bandes sont re\elees par la coloration au bleu de Coomassie FV250. 

Pour ia figure 13, les extraits ont prepays comme suit : 100 ml de milieu minimum + histidine 40 
ug/mi ont 6ti ensemences avec difleVentes souches pour des cultures de nuit. Lorsque la densrte* cetlulaire 
30 atteint environ 5.10* (phase exponenttelle de crotssance) 40 ul de cysteine (9,8 mCi/ml : 1015 
Ci/mmol.) sont ajout£s a chaque culture. Apres 10 minutes, les cellules sont centrifuge es, reprises dans 10 
ml de milieu complet (30*C) et incubees a 30 'C sous agitation. Apres 3 heures, les 10 ml de surnageant 
sont dialysis corrtre de I'eau et concentres jusqu'a un volume de 0,5 ml comme decrit pour la figure 12. 
Environ 35 000 cpm (40 ul) sont deposes sur gel d'acrylamide-SDS (15 % d'acrylamide. 0,1 % SDS). Les 
35 bandes de prolines sont visualises apres fluorographie. 
Les souches utilise es sont : 

. puHs 2 : TGY1sp4 transform^ par un plasmide ne contenant pas la sequence de I'hirudine; 
. puits 3 : TGY1sp4 transforms" par pTG886; 
. puits 4 : TGY1sp4 transform^ par pTG897; 
40 . puits 1 : dans le purts 1 on a oppose* des marqueurs dont les PM sont indiquSs (xlO 3 ). 

Dependant, quand les surnageants contenant ces polypeptides ont M testes pour leur activite* anti- 
thrombine, aucune activite* n'a pu etre de*tectee. 

Dans le cas du polypeptide excreta par TGY1sp4 pTG886, on s' attend a ce qu'il subtsse les Stapes 
norm ales de clivage du precurseur de la pheVomone a, ce qui donnerart une molecule d'hirudine allonge'e 
45 de S amino-acides a son extre'mite' Nhfe. II n'est done pas dtonnant que le polypeptide secret par les 
cellules TGY1sp4 pTG886 ne sort pas actrf. 

Par contre, dans le cas du polypeptide secret par TGY1sp4/pTG897, on s'attend a ce que le 
polypeptide sort identque a ia proline naturelle et done actrf. Pfusteurs hypotheses peuvent rendre compte 
de I'absence d'activite' : 

so 1 •) La maturation de la proline n'est pas totale, il peut rester des residua Glu-Ala en Nhb comme cela 
a 6t6 dScrrt pour I'EGF (16). 

2 • ) La proline n'est pas active car elle n'a pas la bonne conformation ou bien il y a dans le surnageant 
de culture des prolines ou des molecules de PM 1 000 qui inhibent racuVHe\ 

3 4 ) La proline n'est pas complete parce qu'elle a subi une proteolyse intracellulaire et/ou extracellulai- 
55 re. 
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Exempte 4 - Activation par coupure au br omure de cyanogene 

Si la cause de ('absence d'activite est liee a la presence des amino-acides supplerr^^ en Nh, 
terminal il devrait etre possible de retrouver de I'activHe en soumettant le peptide ^crete par 
S sp^TG^B au clivagVpar le bromure de cyanogene. En effet. ce reactif est specrfique des nJsrfus 
nThS e^proteine fusionnee codee par P TG886 ne contient qu'une seule me^,r^Cette reaction 
7& e^ctil de la maniere suivante : des levures contenarrt sort le plasmide pTGBBS, sort unp^m.de 
de Tcontrdie ne comprenant pas d'insert hirudine, sont mises en culture dans 10 ml de miheu pend*rt 24 
2eure Tl « ^moment la cuHure atteint une densrte de 7 a 10.1(F ce.lules.ml-. Le surnageant est separf 
deTc^Me? SJS mensivement centre de l'eau distill puis lyophilise.U poudre seche est d^oute 
^ mTd acTd formique a 70 % et une aliquote est utilisee pour la ^rminafion du content , en 
Sines Lies (par la methode de cotorafion au bteu de Coomassie, avec les reactifs vendue par&orad) 
JTSe de la preparation est trarte avec 1 ml de solution fratehe de bromure de cyanogene a 30 mg/ml 

^SlS'd 7 ! Lygene par un flux d'aa*, lea tubes sont incubes dans robecurfle pendant 4 
hej£ » SSI am3». routes les maniputetions en presence de bromure de cyanogene sont 
enSest^des precautions appmpriees et dans une hotte ventilee. U reaction de drvagepar le 
br^T de r y anoine est arreS pT^idition de 10 volumes d'eau distil.ee puis la solution est 

'^Jesteptides dives sont redissous dans 10 ml d'eau distillee. et relyophilises deux lois. Pour terminer, 
,es £ESZt dissous dans un petit volume d'eau distill et une aliquote ^^'7^ 
racMtf antithrombine. Le reste de I'echantillon est lyophilise et soumis aux elapes de renaturafon decntes 

^'(Smme I'activite de I'hirudine depend de la presence de ponts disulfures dans .i^W » 
semS pmbable que le peptide dive au bromure de cyanogene devrart etre renaturt correct pour 
isomer une dl biologique. On a done soumis les peptides dfces k une denaturation en GuHCI 5 M 
suivied'unerenaturation,selonun precede connu de I'homme de Tart ir -„nm 
En resume, les peptides lyophilises sont dissous dans 400 ul d'hydrochlorure de guanid, mm i (GuHCO 
5 M en Tris HCI 2^. pH 9.0 ; ensuite on rend la aolufion 2 mM en « -J 

glutathion oxyde. dans un volume final de 2.0 ml (la concentration finale est 1.0 M GuHCI etSO mMTr«). 
9 ^1 16 heures d'incubafion a 23 -C dans I'obscurfle. les echaniillons sont dwlyses pendant 24 heures 
Tl7e iTmi 60 mM. pH 7.5. NaCI 50 mM. a 23*C. et le dialysat final est clarrfie par 

08m o^Slre ensuite I'acfivHe antithrombine des sumageants Le resuttat de cede e ^^'J***^ 
dans le tableau I. montre dairement une recuperation de I'activHe anfilhrombine dans tes surnageants des 
cellules infecteea par le plasmide pTG888 alors qu'il n'y a pas d'activHe avec le plasmide comrdle. 

TABLEAU I 



ACTMTE ANTITHROMBINE DES SURNAGEANTS DE CULTUR 


ES DE LEVURES 


Plasmide 


TraHement du surnageant 


Activity U/ml 


Activity spSctfique U/mg 
de prolines initiates 


pTG888 


a) aprfcs cllvage avant renaturation 

b) apr6s cllvage et renaturation 


<0,3 
2,48 


102,5 


contrdle 


a) apr6s clivage avant renaturation 

b) apr§s cllvage et renaturation 


<0,3 
< 0.15 


<5,6 



En condusion. des cellules de levures portant un plasmide recombinant peuvent rfcrfter un peptide 
ayant I'activite biologique de I'hirudine. apres une reaction de divage et renaturationCeci quote 
presence d'amlno-addes supplemental^ en N^-termlnal sufflralt a expllquer I'absence d'acflvtte des 
KSdes presents dans les cultures de T Q Y1sp4^TG8B8 et peut-etre aussl dans le cas des cultures de 
TGY1sp4/pTQ897 (queues Glu-Ala). 
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Rgmpte 5 - Introduction d'un nouveau site de cououre juste a vant le premier amino-ackte de la sequence 
codante de I'hirudine HV-2 - plasmide pTG1805 

Dans la construction pTG897, il y a un risque que le peptide secret garde des queues Glu-Ala en Nrfe. 

s ce qui expliquerait I'absence d'activite antithrombine de ce materiel. Si cette hypothese correspond a la 
realrte il devrait 6tre possible de recuperer de I'actjvHe directement dans le sumageant en creant un arte de 
cououre entre les residua Glu-Ate et le premier amino-adde de I'hirudine HV-2 (laoleuane). Cec. a ete 
realise en aioutant une sequence ccdarrt pour le doublet LysArg. qui est le site de reconnaissance de 
rendopeptidase impliquee dans la maturation du precurseur de la pheromone (figure 2). La construction a 

,o ete obtenue exactement comme decrit pour le plasmide pTGB97. sauf en ce qui concorne a sequence de 2 
oligonucleotides de synthase (figure 14). Le plasmide retort est appele P TG180S. * ™ ' 

transformer la aouche TGY1sp4 en ura*. Le materiel secrete dans le ^ma^^ ^al^ sur ^ 
d'electrophorese comme decrit precedemment et compare au materiel obtenu avec TGY1sp4/pTG897 

(figure 15). 
t s Les souchea utilisees sort : 

. pulls 1 : Marqueurs identiques a ceux de la figure 12; 
. pute2:TGY1sp4transformdparpTG897; 
. puitt 3 : TGY1sp4 transforme par pTG1805; 
ourts 4 : contrdle ne produisant pas d'hirudine. 
so Les polypeptides specrRque de la souche TGY1sp4/pTG180S migrent plus lentement que ceux 
spedfiqueade la aouche TGY1sp4/pTG897. Ce result* suggere que le nouveau site de cfivage n est pas 
uS efficacement par I'endopeptidaae correspondarrt Neanmoins. le dosage de I'hirudine dana le 
sumageant par activtte bfotogique revele qu'une faible parte de ce materiel est actrf. contrairement a ce qui 
est obtenu avec les cultures de TGY1ap4/pTG897. dairement InactH (tableau II). 



25 
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TABLEAU II 



AfmvlTE ANTITHROMBINE DES SURNAQEAMTS DE CULTURI 


IS DE LEVURES (10 ml) 


Plasmide 


Activity spScifique U/mg 


Activity totaleU (10 ml) 


pTQ856 
pTG897 
PTQ1805 


non detectable 
non detectable 
21 


2,0 



60 



Example 6 - Nouvelle construction imojiguant u n nouveau ate de coupure plus efficace permetlant la 
liberation de I'hirudine mature 

Dans la construction precedente (pTG897). on n'a obtenu que peu d'activite hirudine dana le surna- 
gearrt, vraisemblablement parce que le deuxieme aite de cfivage destine a liberer de I'hirudine mature^ 
reconnu avec peu d'efficacite. On a done realise une nouvelle construction destines a rendre cesite 
additionnel de clivage plus susceptible a rendopeptidase en lui ajoutant. en amont. « i^dH J 
acides amines Ser Leu Asp qui eat naturellement presente en amont du premier doublet LysArg (figurea 2 
et 16) 

La technique utilise* eat la meme que celle decrite precedemment saut en ce qui concerne les 
oligonucleotides dont les sequences sort reportees ci-apres : 

26 -me re 15-raere 



5 1 -AGCTTCTnGGATAAAAGAAnACGTATACAGACTGCACAG 1 

,AGAAACCTATTTTCnAATGCATATGTCTGACSTGTCnA| 



40-raere 
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La sequence en amino-acides dans la region du clivage est reports figure 13. Le plasmide correspon- 
dant est appetf pTG1818 et ne differe de pTG1805 que par insertion des nucleotides 5'-TTG GAT AAA 
correspondent aux codons Ser-Leu-Asp. 

L'activitd dos£e dans les sumageants des cultures TGY1sp4 pTGl818 suivant les conditions standards 
5 66\k cfcScrites est d'environ 200 unites pour 10 ml de culture, sort environ 100 fois supdrieure k celle trouvSe 
dans I'exemple precedent II est St noter que le dosage peut se faire avec 10 ul de milieu de culture non 
concentre. 

Exempte 7 - Construction aboutissant k la synthase d'un pfScurseur dSpourvu de sequences Glu-Ala-Glu- 
70 Ala 

Dans les deux exemples precedents, on a montre que raddition d'un nouveau site Lys Arg juste en 
amont du debut de la sequence mature de I'hirudine permettaH de liberer du materiel actrf dans le 
surnageant Ce pendant dans ces exemples, si la coupure du precurseur se fait au premier site Lys Arg 
is (distal par rapport au debut de la sequence mature), on peut obtenir dans le milieu de culture un 
contaminant plus lourd, inactif, correspondant k des chalhes d'hirudine allongees k rextremite Nhfe. Ceci 
est parHculfcrement clair dans le cas des cultures TGY1sp4 pTG1805 oD le contaminant inactif est 
majoritaire. Cela reste egalement plausible dans le cas des cultures TGY1sp4 pTG1818 oQ le contaminant 
inactif n'est pas majoritaire mais pourraft Store present comme demerit par d'autres dans le cas de I'EGF (15). 
20 Pour eviter cette perte de rendement que represents la synthase de materiel inactif, on a decide de 
proceder k une nouvelle construction, celle-d aboutissant k la synthase d'un precurseur qui ne drffere de 
celui synthetise par les cellules TGY1sp4 pTG897 que par P absence de la sequence Glu Ala Glu Ala, entre 
le site de coupure Lys Arg et le premier amino-acide de la sequence mature de I'hirudine. 

Les souches suivantes ont ete d6 poshes k la Collection NationaJe de Cultures de Microorganismes 
26 (CNCM) de riNSTITUT PASTEUR, 28 rue du Docteur-Roux, PARIS 15fcme, le 30 avril 1985 : 

. TGY1sp4 pTG1818 : Saccharomyces cerevisiae, souche TGY1sp4 (Mate ura3-251-373-328-his 3-11- 

15) transformee en ura + par un plasmide pTG1818 ; Depdt n # I 441. 
. TGY1sp4 pTG886 : Saccharomyces cerevisiae, souche TGY1sp4 (Matu ura3-251-373-32B-his 3-11- 
15) transformee en ura + par un plasmide pTG888 ; Depdt n * I 442. 

30 

REFERENCES 

1. BAGDY D. f BARABAS E.. GRAF L, PETERSEN T.E. et MAGNUSSON S. (1976) Methods in 
Enzymotogy part B, vol. 45, pp. 669-678. 
36 2. MARKWARDT F. (1970) Methods in Enzymotogy. ed. Pertman G.E. et Lorand L, Academic Press., 
vol. 19. pp. 924-932. 

3. MARKWARDT F., HAUPTMANN J., NOWAK G., KLESSEN Ch. et VYALSMANN P. (1982) Thromb. 
Hemostasis (Stuttgart) 47, 226-229. 

4. WALSMANN P. et MARKWARDT F. (1981) Die Pharmazie 10, 653-660. 

40 5. KLOSS Th. et MITT MANN U. (1982) Longenbecks Arch. Chirurg. 358, 548. 

6. iSHIKAWA A., HAFTER R.. SEEMULLER U., GOKEL J.M. et GRAEFF M. (1980) Thrombosis Research 
19, 351-358. 

7. MARKWARDT F.. NOWAK G., STURZEBECKER J., GREISBADI U., WALSMANN P. et VOGEL G. 
(1984) Thromb. Hemostasis (Stuttgart) 52, 160-163. 

46 8. NOWAK C. et MARKWARDT F. (1 980) ExpL Path. 18, 438-443. 

9. MARKWARDT F.. NOWAK G.. STURZENBECKER J.. GREISSBACK U., WALSMANN P. et VOGEL G. 
(1984) Thromb. Hemostasis 52, 160-163. 

10. SUTOR AH., KNOP S. et ADLER D. (1981) Kontrolle Antithrombotic^ 23rd Symp. Blutgerinnung, 
Hamburg, pp. 117-123. 

so 11. PETERSEN T.E., ROBERTS H.R., SOTTRUP- JENSEN L. MAGNUSSON S. et BADGY D. (1976) 
Protides Biol. Fluids, Proc. Colloq. vol. 23, pp. 145-149. 

12. CHANG J-Y. (1983) Febs Lett 164, 307-313. 

13. BASKOVA LP., CHERKESOVA D.U. et MOSOLOV V.V. (1983) Thromb. Res. a), 459-467. 

14. BUSSEY H., SAV1LLE D M GREENE D. et al. (1983) Mol. Cell. Biol. 3, 1362-1370. 

56 15. BRAKE A. J.. MERRYWEATHER J.P., COIT D.G., HEBERLEIN UA. MARIARZ F.FL, MULLENBACH 
G.T., URDEA M.S., VALENZUELA P. et BARR P J. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81. 4642-4648. 

16. BfTTER GA, CHEN K.K.. BANKS AR. et LAI P.H. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA in, 5330-5334. 

17. KURJAN J. et HERSKOWITZ I. (1982) Cell 30, 933-943. 



12 



EP 0 200 655 B1 



18. BEGGS J. (1981) Genetic Engineering 2, 175-203. 

19. BACH M.L. LACROUTE F. et BOTSTEIN D. (1979) Proc. Nati. Acad. Sd. (USA) 76. 386-390. 

20. HITZEMAN RA, HAGIE E.F., HAYFFUCK J.S. et al. (1982) Nucleic Acids Res. 10, 7791 -7808. 

21. ITO H., FUKUDA Y., MURATAK. et K1MURA A. (1983) J. Bacteriol. 153, 163-168. 
s 22. LAEMMU V.K.C. (1 970) Nature 227, 680-685. 

Revendlcatlons 

Revendications pour lea Etats contractanta survants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

w i. Levure transform^ par un bloc fonctionnel d'ADN, irrtfgri dans un plasmide comportant une origine de 
replication dans ta levure, ou irrtegre* dans un chromosome de ladite levure, caracteVisee en ce que I edit 
bloc comporte au moins : 

- une sequence d'ADN codant pour I'hirudine, I'un de ses variants ou un pr^curseur de ceux-ci 
(g&ne H). 

is - une sequence leader (L») comportant ies dements necessaires pour obtenir I'excrStion du 

produit du gene, 

- une sequence d*ADN (S tr ) comportant Ies signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure. 

20 2. Levure transformer selon la revendication 1. caract6ris6e en ce que ledrt bloc fonctionnel comporte au 
moins Ies sequences suivantes, depuis rextr$mit$ 5' jusqu'& rextr$mH6 3' : 

- une sequence (Si,) comportant Ies signaux assurant la transcription du gene H par la levure, 

- une sequence leader (UJ comportant Ies Pigments necessaires pour obtenir rexcr6tion du 
produit du gene, 

2s - ie gene codant pour I'hirudine, Tun de ses variants ou un prScurseur de ceux-ci, 

- Ie gene codant pour I'hirudine ou I'un de ses variants ou precurseurs de ceux-ci precede* d'un 
site de divage S d . 

3. Levure selon Tune des revendications 1 et 2, caract£ris6e en ce que la sequence Ux est cetle de la 
30 ph^romone sexuelle alpha de levure. 

4. Levure selon I'une des revendications 1 & 3, caract£ris6e en ce que la sequence leader comporte Ie 
fragment pre* de la pheVomone sexuelle alpha de levure. 

36 5. Levure selon I'une des revendications 1 h 4, caractfrisde en ce que Ie bloc comporte la sequence pre- 
pro de la pheVomone sexuelle alpha de levure k rextrdmitS 5' du gene H. 

6. Levure selon I'une des revendications 1 k 5, caractSrisde en ce que Ie gene H est suivi d'une sequence 
de terminateur de levure. 

40 

7. Levure selon la revendication 6, caracterisde en ce que la sequence de terminateur de levure est celle 
du gene PGK. 

8. Levure selon I'une des revendications 1 h 7. caractSrisSe en ce que Ie site de divage est Ie dipeptide 
45 Lys-Arg. 

9. Levure selon I'une des revendications 1 h 7, caract£ris£e en ce que Ie bloc fonctionnel est irrtegre* dans 
un plasmide comportant au moins une origine de replication dans Ies levures. 

so 10. Levure selon la revendication 9, caract£ris6e en ce que I'origine de replication est celle du plasmide 
2u. 

11. Levure selon I'une des revendications 9 et 10, caract£ris6e en ce que Ie plasmide comporte, en outre, 
un caractere de selection. 

55 

12. Levure selon la revendication 11, caracteVisee en ce que Ie caractere de selection est donnS par Ie 
geneURA3. 
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13L Levure selon Tune des revendications 1 h 12. caracterisee en ce qu'il s'agrt d'une levure du genre 
Saccharomyces . 

14. Levure selon la revendi cation 13, caracterisee en ce qu'elle presents le type sexuel Matalpha . 

s 

15. Levure selon Tune des revendications 12 k 14, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une souche de S. 
cerevisiae . 

16. Proceed de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure selon I'une des revendications 1 a 15 
to sur un milieu de culture et recuperation de I'hirudine produite dans le milieu de culture. 

17. Proceed de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure, caracterise en ce que : 

a) on cultive sur un milieu de culture una souche de levure comportant un bloc fonctionnei d'ADN 
portS par un plasmide ou integre dans un chromosome de ladite levure, caracterise en ce qu'il 

is comports au moins la sequence : 

— S tr — Loc—Sd—g^ne H~ter 

. est une sequence d'ADN comportant lee signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure, 

. Ux est une sequence leader permettant d'obtenir I'excnStion de I'hirudine mature ou sous 
20 forme d'un precurseur de I'hirudine maturabte in vitro, 

. S d est un signal d'ADN cod ant pour un site de clivage choisi parmi ATG et les sequences 
cod ant pour Lys-Arg ; 

b) on r£cup&re I'hirudine produite dans le milieu de culture sous forme mature ou sous forme d'un 
precurseur de I'hirudine maturable in vitro. 

25 

18b Precede selon la revendication 17, caracteVise en ce que la sequence S^-gene H comports une 
sequence codant pour la sequence Lys-Arg-lle-Thr. 

19. Circuit sanguin extracorporel, caracterise en ce qu'au moins une parte du circuit en contact avec le 
oo sang pnlsente une surface neutre d'hirudine obtenue par un precede selon I'une des revendications 15 
a 18. 

2a Composition anticoagulante, caracteiisee en ce qu'elle comport© des levures selon I'une des revendica- 
tions 1 & 15 & titre d'agent librant de I'hirudine. 

35 

21. Composition pour la visualisation de la formation d'un cailfot sanguin, caracterisee en ce qu'elle est 
constitute par de I'hirudine marquee obtenue par un precede* selon I'une des revendications 15 a ia 

Revindications pour I'Etat contractant sun/ant : AT 

40 

1. Procsde de preparation d'une levure transformer, caracterisee en ce que ladite levure est transformed 
par un bloc fonctionnei d'ADN, integre dans un plasmide comportant une origine de replication dans la 
levure, ou integnl dans un chromosome de ladite levure, ledit bloc comportant au moins : 

- une sequence d'ADN codant pour I'hirudine, I'un de ses variants ou un precurseur de ceux-ci 
* (gene H), 

- une sequence leader (L«) comportant les elements necessaires pour obtenir I'excretion du 
produit du gene, 

- une sequence d'ADN (St r ) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure. 

so 

Z Precede selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit bloc fonctionnei comporte au moins les 
sequences suivantes, depuis I'extremite 5' jusqu'& I'extremite 3' ; 

- une sequence (St r ) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la levure, 

- une sequence leader (L^J comportant les elements necessaires pour obtenir I'excreton du 
55 produit du gene, 

- ie gdne codant pour I'hirudine, I'un de ses variants ou un precurseur de ceux-ci, 

- le gene codant pour I'hirudine ou I'un de ses variants ou precurseurs de ceux-ci pre* cede* d'un 
site de clivage Sd. 
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_ nriirjrtiona 1 rt 2 . caracteria* en ce que la sequence L» est celle de la 
3. proceed selon Tune dee revendicatwna 1 et * cur 
pheromone sexuelle alpha de levure. 

«■«■«• 1 a 3 caracterise en ce que .a sequence leader comport* to 

5 d'eations 1 k 4 caractorfce en ce que to Hoc comporte ,a sequence pre- 

^^^..^de — ^es.C.e 
7 . Precede selon la revendication 6, caractense en ce que la sequen 

n dUfl6nePGK ' 1i7 en ce que to site decrees, to dipeptide 

' 5 8. Precede selon Tune des revendications 1 a 7. caractense 

Ly3 "^' , k 7 , caractorlse en ce que ie b.oc fonctonne. est intogre 

ia ^ ae.cn ,a — I — - - - "~ * ^ * ^ * ^ 

2U 9 et 10 earacterise en ce que le plasmide comporte. en outre. 

* 11. Precede selon Tune des revendicawns 9 et 10, caracre 
uncaractore deselection. 

-.1 ^rise en ce que le caractfere de selection est donne par le 
11 Precede selon la revendication 11. caractense en ce q 

» ^ URA3 ' dicafion8 , a 12 caracterise en ce qui. d'une tovure du flenre 

13. Precede selon rune des revendications 1 a iz. carac* 

Ssccharomvces. . a 

<« ^.rar^rise en ce qu'il preserrte le type sexual Mattlpha. 

14. Proce<le8elonlarevendica l ior«13.caracten 9 eenceq 

eomoorte au moins la sequence . 
orecurseur de rhirudine maturable in vHro. 
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Kiraiiona 1 i 15 & CW c'aflerrt libdrsnr dft I'Nrudine pour 
**** oe. «n **» *» ■"»» aiMk> " 16 1 ,S °°" 

yeast 

- the gene coding for hirudin or one of its vananw f« 

30 Sit8 Sd " . . ' fha4 ^ fieouence L- is that of the alpha 

* ^ ^hhat of Claims 1 and 2. characterized in that the sequence 
a Yeast according to either ot uaims i »iu , 
sex pheromone of yeast 

. 4 «- — — — — 

terminator sequence. 

- ■ vfiflst terminator sequence is that ot the r<a* 

7. Yeast according to Claim 6. characterized in that the yeast terminate seq 

45 gene. ._, , ^ 

- Claims 1 to 7 characterized in that the cleavage site is the dipeptde Lys- 
a Yeast according to one of Claims 1 to /, cnaraw 

Arg. 

~ , ^ 7 characterized in that the functional block is integrated in a 
*n 9. Yeast according to one of Claims 1 to 7, t**™**^ 1 " m " 
50 ^n^ning at toast one origin of repfceaton ,n yeasts. 

55 Yea8t according to one o, C*n. * and 10. charactered in .at toe p^d — in add«on. a 
selectable character. 

1l ^^»CM,».«.^»~«^«^**- ,m,a, ~ 



16 



EP 0 200 655 B1 



. ^ ^ m ntaims 1 to 12 characterized in thai it is a yeast of the genus 
1a Yeast according to one of Claims i to i*. w« 

charomyces. 

14 Yeast according to Claim 13, Caractenzed in that » possesses the Maja^ mating type. 
5 15. Yeast according to one of Cams 12 to 14. charactenzed in that n is a strain of S^visiae. 

16. Process for preparing hirudin by lerrnentation o, a yeas, according to one o. Cairns 1 to 15 in a cufcire 
Sm I'reLery of the hirudin produced in the cuKure med,um. 

10 17. Process for preparing hirudin by fermen*** ^^oc^X^^ or integrated in a 
contains at least the sequence: 

. C2 . i— — • « - "»*• ■—«"■•• *" 01 • hiruai " 
w JS3LU.- ■ — — — M "™ """^ " w " to,m °' a 

precursor which can be matured in vitro, 
coding for the sequence Lys-Arg-lle-Thr. 

30 .h^tflrized in that it contains yeasts according to one of Claims 1 to 15 

20. Anticoagulant composition, characterized in tnai n uunuui y 

as an agent which liberates hirudin. 

21 . ^position for M *e formal of a "J—" - - " — * —* 
M hirudrobtainedbyap«x^ac<»rdingtooneof(toms16toia 

Claims for the following Contracting State : AT 

: IZT^X^^^^^ — — - 

- a^)NA'seqiience (Si,) containing the signals wNch provide lor wnscription ot me H gene by 
yeast. 

• < a.h fil <«rtflfized in that the said functional block contains at least the 

2. Process according to Claim 1, characterized in i mar nw sow 

following sequences, from the 5" end to the 3 end: rirtjon of me h gene by yeast, 

- : :zsaw^-"^5 =? ^ - - - 

55 site Sd. 

3. Proce8 , according to either of Claims 1 and 2. characterized in that the sequence U is that of the 
alpha sex pheromone of yeast 

17 
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4 Process acting to one of Cms 1 to 3. char^ in that the feeder sequence contains the pre 
fragment of the alpha sex pheromone of yeast. 

o« ri»,m« 1 to 4 characterized in that the block contains the prepro 

terminator sequence, 
gene. 

« i to 7 characterized in that the cleavage site is the dipeptide Lys- 
a Process according to one ol Claims 1 to 7, cnaracienzea 

Arg. 

^cor^iw«l^^<>^ rt »<* oa,, ' ni " ,MS,il - 

„.„——,. — •- — » — "* » — -— " ""*"~ * 

selectable character. 

«. » — '<■ — — ■ - " ' *" * " S 

gene. 

-r ^ M nf Claims 1 to 12, characterized in that the yeast in question is of the genus 
13. Process according to one of Claims i iu m, ^i.™ 

Saccharomyces . 

u. p«~» — ■ • — »• ■ - " P °~"" " *** ma " ,, 

cerevisiae. 

14 Process tor preparing hirudin by fermentation of a yeast acceding to one of Claims 1 to 15 in a cuHure 
36 rSm of the hLin produced in me culture medium. 

17. Process for proper** hirudin by fer -^^^»T^y^^ <* integrated In a 
„ tLS.'SLS Si', ^in^rmedium. charaoterUed in that »e O.A *oc* 

contains at least the sequence: 

.-t^sSSEIS--. « *- — te W " S °* B> " °* W " ,0MW 

. zzr^X is. - ssi- «— — — 

precursor which can be matured in vitro. 
IS. Procws *cc«difl9 to CWn* 17. characterized in tttet me wquflric S,rH (jan. coftteitte s wqusnc 
coding tor the sequence Lys-Arg-lle-Thr. 

the said hirudin. 
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, * «~ «f Claims 1 to 15 as an agent which liberates hirudin for the 
20. Use of a yeast according to one of Claims w 
preparation of an anticoagulant composition. 

a eompostwi to *• to™ 1 "" 01 * WoM M 

tssssl, m •— » » «* * •* » * * ■* " u 81 

das einen Replikationsursprung in der Hate minde stens: 
die Hefe gewShrleisten. 

erforderlichen Elemente aufweist. _ vort&ufer dessefben codiert und 

Schnittetelle S d vorausgeht 
c-Soxual-Pheromons von Hefe ist. 

? e ^rp»-^«-s««"-'* , ™ ,l0 ™ ,0 " H * 

40 Sequenz von Hefe lolgt 
Gens PGK ist 

« a h* M *. • — «- 1 * «— "* " " (SPatt " , ' 9!,a ' 

le) das Dipeptid Lys-Arg ist. 

A^nmche 1 bis 7 dadurch gekennzeichnet, daB der funktioneMe Block in ein 

n. Hefe nach Anspruch B. dadurc* gekennzeichnet, daB der Bep^onsuraprung der|e«ige des Hasmids 



50 

10. 

2nist 



„. — « — - ' u!e,ae ' , ' *" 

Selektionscharakter aufweist 
12 . Hate nach Anspru* 11. dadurch gekennzeichnet. daB der Se te kuonschara W er durch das Gen URA3 
gegeben ist 
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des Genus Saccharomycea handert. 

Stamm von S. cerevisiae handeH. 
Hirudins. 

Gens H dure* die Hele gewahrleeten, ^ rejfem Hirudin oder 

gen Hirudinvoriluters gewinnt (abtrennt). 
In a. «t « Seownz Ur.***™ «**• 

1 bis 15 als M'rttel ertthfilt das H.rudin freisetrt. 

» sssasr- , ss« s5!!SS 

« bis 18 erhaHen worden ist. 

PatMitansprtictie fllr folgenden Vertragsstaat : AT 

t Verier, zur Hers*.,ng einer «j£2?^ 
m transport wird ^^^^^nZ J?2^L«om der genanrrler, He*. 
Replikationsursprung in der Hefe autwetsr, ooer my 

die Hefe gewahrleisten. 

* < ri oH..rr* nekennzeichnet, daB der genannte funkHonelle Block ab dem 5'- 

Hefe gewShrtetsten, 

20 
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A _ „, ... Me d ie far die Erzfelung der Exkreton des Produkts des Gen 8 
- eine Leader-Sequenz (UJ. weicne UR » ,u 

erforderlichen Elementt aufweisl U ^ de3S elben codiert, und 

s Schnittsteile S d vorausgeht 

• hp, AnsorQche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet. daB die Sequenz U dK*n.ge 
3. Verfahren nach einem der AnsprQcne i una 
des a-Sexual-Pheromons von Hefe iat 

*. AnsorOche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet dafl die U»der-Sequenz das 

, Ve^nac^de,^ 

pro dee a-Sexual-Pheromons von Hefe an dem & enae 

h fe . nem m Apsprtjche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. daB aui das Gen H erne 

6. Verfahren nach einem der Anspiwra 
Terminator-Sequenz von Hefe foJfll. 

. h ^ «*««inzeichnet daB die Terminator-Sequenz von Hefe diejeroge 

7. verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzerchnet oa» 
ao des Gens PGK isl. 

A AnBor0che 1 bi8 7 dadurch aekennzeichnet, daB die Schnit*te«e (Spal- 
a Verfahren nach einem der AnsprQche 1 b.s 7. aaou 
tungsatelle) das Dipeplid Lys-Arg ist. 

4 Ananrflche < y, 7 dadurch gekennzeichnet daB der funWonelte Block hi 

ia ver.hr. ne* Anspruch , dadur* gekennzefchr* daB der He*ka„ng deqenfce des 
Plasmids 2 w ist. 

h *„ e m der AnsprQche 9 und 10. dadurch gekennzeichnet. daB das Plasm.d auBerdem 
11. Verfahren nach einem der Anspruwro 
einen Selektionscharakter aufwetot 

m - — «. — * - - — — - M °~ 

36 URA3 gegeben ist. 

- bis 12 dadurch gekennzeichnet. daB es sich dabei urn erne 

14 verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12. oaourc 
Hefe des Genus Saccharomyces handelt 

. ^^^^^^^^^^ 

Stamm von S. cerevisiae handelt. 
Hirudina. 

— * ^ "* M * T "*' PM " " 

Gens H durch die Hefe 9^ hrt « 8, » n ; , der ^^a^ von reilem Hirudin Oder 
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10 



16 



gen Hirudinvwtaufers gewinnt (abtrenrrt). 

. - «■ *-t sssr a " • H " 

aufweist, die fflr die Sequenz Lys-Arg-lle-Thr cod,ert 

, .^m. is his 18 erhaltenen Hirudins zur Herstellung 

. A^o^rfi^hft 15 bis 18 ertiaJtenen markierten 



rinnsels. 

20 
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30 



35 



40 



45 



SO 
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*) 

W 



1 21 
a) GCA ATC TCC GTG TCT CAA GCA 

J. ■ b) Ala He Cye vai Ser 61 n AlB 

Hinf I 

^ATT ACT TAC ACT 6AT TCT ACA G^AJCG GST CM AAT TTG TCC CTC 
He Thr Tyr Thr Aep Cy. Thr G»» Ser Gly 0.n A.n Leu Cy, leu 

i a ■ 

c) Vai Vai 

«?GC GAG GGA A6C AAT OTT TCC GGT AAA 6GC AAT AA6 TGC ATA tlj 
Cyl Glu Gly Ser A.n »l Cye G.y l£ •* ^^J^- 



156 

TO MT GGA AAG «C AAC CAA TGT GTC ACT GGC GAA GGT ACA 

6 ? y ser Asn G.y Ly. G.y A.n G.n Cys Va, Thr G.y «»*^ 
A§ — Gftf Lye " 

201 

15 ?CG AAC CCT G AA AGC CAT AAT AAC GSC GAT TTC GAA GAA ATT CCA 
eg Aen Pro Glu Ser Hi. Aen Aw Gly Aep Phe Glu Glu lie Pro 

— dfl Asp ^ |H 



25ol 

TGAAAMTGAAAGMTATCAATCATA6AGAATTTTGATTT 
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